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RESUMEN: Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel mundial. Entre ellas tienen gran
relevancia las de tipo isquémicas, en donde el desarrollo de placas ateroscleróticas es el proceso fisiopatológico central. El estudio de la
aterosclerosis es fundamental para comprender como se inicia este proceso patológico y los factores que influyen en su desarrollo.
Distintas metodologías de laboratorio, entre otras la inmunohistoquímica, permiten reconocer las células y moléculas que participan en
el proceso ateromatoso y que van interactuando según la progresión de la lesión. Un marcador de disfunción endotelial es la mayor
expresión de la molécula de adhesión intercelular ICAM-1. En este trabajo se realizó la estandarización de inmunohistoquímica para la
molécula de adhesión ICAM-1, y se estudió su expresión en arterias humanas sanas y con placa ateromatosa. En las muestras de arterias
humanas con patología aterosclerótica, la expresión de ICAM-1 se observó aumentada, pero fue de difícil reconocimiento. Esto princi-
palmente porque el tejido empleado como control en la estandarización fue una amígdala con hiperplasia y proceso inflamatorio que
aumenta notablemente la expresión de ICAM-1. La implementación del método de inmunohistoquímica para ICAM-1 en arterias huma-
nas permitirá conocer estados de disfunción endotelial y el desarrollo futuro del diseño e implementación de métodos de diagnóstico en
aquellos procesos ateroclerótico en estado incipiente.
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INTRODUCCIÓN
Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la
principal causa de mortalidad en el mundo (Balkau et al.,
2002). En una gran cantidad de casos, por tratarse de even-
tos trombóticos arteriales, tienen como proceso previo la
aterosclerosis, la cual es una de las principales consecuen-
cias producidas por la asociación de los llamados “factores
de riesgo cardiovascular” (obesidad, hipertensión arterial,
diabetes y dislipidemias) (Bustos et al., 2003; Dandona et
al., 2005; Palomo et al., 2006).
La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cró-
nica que se caracteriza por acumulación progresiva de ma-
terial graso en la capa íntima de la pared arterial
concomitantemente con el crecimiento de la capa muscular
lisa y una respuesta inflamatoria localizada (Calderón et al.,
2008). Este proceso inflamatorio conlleva a una serie de
interacciones moleculares, principalmente entre endotelio,
plaquetas y leucocitos (Cybulski & Gimbrone, 1991). En
dichas interacciones participan varias moléculas de adhe-
sión y glicoproteínas de membrana. Entre las moléculas de
adhesión se encuentran la superfamilia de las
inmunoglobulinas VCAM (vascular cell adhesion molecule)
e ICAM-I (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1), y la fami-
lia de las Selectinas (E-selectina y P-selectina) (Cobb et al.,
1996). ICAM-1 es una molécula que se expresa en las mem-
branas de los leucocitos y de las células endoteliales. Las
personas con riesgo cardiovascular, como es el caso de quie-
nes presentan Síndrome Metabólico (SM), presentan nive-
les séricos elevados de factor de necrosis tumoral alfa
(TNFα) e interleuquina-1 (IL-1), citoquinas inflamatorias
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que promueven la expresión de ICAM-1 (Wertheimer et al.,
1992; Palomo et al., 2009; Palomo et al., 2010).
El propósito de este estudio, luego de estandarizar el
método de inmunohistoquímica para ICAM-1, fue eviden-
ciar su expresión en arterias humanas.
MATERIAL Y MÉTODO
Estandarización para ICAM-1 por inmuno-histoquímica
en tonsila humana. Como primera etapa de estandarización
del método de inmunohistoquímica para ICAM-1, se utilizó
una tonsila palatina humana hiperplásica en proceso inflama-
torio latente. La muestra fue fijada en formaldehído 4% en
tampón fosfato de sodio 0,075M pH 7,3. Posteriormente se
realizaron cortes de 5 µm de espesor en portaobjetos
silanizados con 3-aminopropyltriethoxysilano 2% en acetona,
para inmuno-histoquímica y para tinción convencional
hematoxilina-eosina. Estos se desparafinaron y rehidrataron
siguiendo el protocolo de rutina del Laboratorio de
Histopatología de la Universidad de Talca (Kiernan, 2008).
Para el análisis inmunohistoquímico se utilizó un anti-
cuerpo primario monoclonal anti-ICAM-1 humano
(Novocastra, UK) y para la recuperación de antígenos, se usó
solución tampón citrato de sodio 0,01M pH 6, en vaporera.
Como bloqueador de peroxidasas endógenas se utilizó peróxido
de hidrógeno 3%, junto a un sistema de detección Level 2
USATM, Ultra Streptavidin Detection Systems (Signet, USA)
y como cromógeno revelador ImmPACT™ DAB Peroxidase
Substrate (Vector, USA). El sistema de detección y el
cromógeno fueron utilizados de acuerdo al protocolo indicado
por el fabricante. Se realizó contraste nuclear con hematoxilina.
Las variables que se consideraron en la estandarización
del método fueron concentración (1/10, 1/25, 1/50 y 1/100),
tiempo (30 min y 1 hr) y temperatura de incubación (25°C y
37°C) del anticuerpo primario. Como controles negativos se
utilizó cortes de tejido de mucosa oral normal y un control
negativo universal en que se omitió el anticuerpo primario.
Paralelamente se realizaron cortes de 5 µm para realizar tinción
hematoxilina eosina.
Expresión de ICAM-1 en endotelio de arteria de conejo.
Con el propósito de contar con un control positivo atingente
al estudio realizado, es que mediante inducción química en
arteria de conejo de obtuvo un tejido acorde a la expresión
requerida para ICAM-1. Para ello, se utilizó conejo
neozelandes, desde el cual, posterior a ser anestesiado, se di-
secó quirúrgicamente la arteria carótida en la que se indujo la
trombosis mediante la aplicación de cloruro férrico 10% (Kurz
et al., 1990). Durante el tiempo que duró el procedimiento el
animal fue monitoreado mediante Detector de flujo Doppler
modelo 811-B (Parks Medical Electronics, USA). Finalmen-
te se extrajeron ambas carótidas las que fueron fijadas en
formaldehído 4% en tampón fosfato de sodio 0,075M pH 7,3
para su posterior procesamiento histológico.
Expresión de ICAM-1 en endotelio de arterias humanas.
Para el análisis de la expresión de ICAM-1 en endotelio de
arterias humanas se utilizó una arteria sana (aorta), dos con
lesión ateromatosa en distintos estados de desarrollo (arterias
carótida y poplítea). Los criterios para la clasificación de las
arterias estudiadas con proceso de aterosclerosis, se aplicaron
según la American Heart Association (AHA) (Stary et al.,
1995; Lovett et al., 2004).
Las muestras para estandarización y estudio fueron toma-
das desde el material de archivo del Hospital Regional de Talca.
RESULTADOS
Estandarización para ICAM-1 por inmuno-
histoquímica en tonsila palatina humana
La figura 1 A y B muestra cortes de la tonsila palatina
teñidos con hematoxilina- eosina. La superficie y las criptas
tonsilares con revestimiento epitelial pluriestratificado
pavimentoso no queratinizado característico de este tipo de
tejido. A nivel subyacente destaca el tejido linfoide difuso y
nodular con predominio de los folículos secundarios con
formación de centros germinales. En la figura 1C, con au-
mento mayor (40x), se muestra la porción de un centro
germinal de un folículo linfoide. En la figura 1D, los folículos
linfoides muestran una zona externa densa constituida por
linfocitos de pequeño tamaño que constituyen el manto y un
centro claro con población celular heterogénea. Cuando el
anticuerpo primario se diluyó 1/10 y la incubación se reali-
zó a 25ºC se observó positividad moderada a intensa en gran
parte de los linfocitos foliculares y en la zona del manto,
junto con el endotelio arteriolar. Además se observan focos
de marcación inespecífica e intersticial. Por su parte, en la
muestra incubada a 37°C, se observó una reactividad inten-
sa, principalmente a nivel de membrana en la mayoría de
los linfocitos foliculares y zona del manto, se aprecian zo-
nas de marcación inespecífica.
Al diluir el anticuerpo primario 1/25 e incubar a 25°C
(figura 1E) se observó positividad predominantemente a
nivel de membrana con moderada a intensa marcación, en
la mayoría de los linfocitos foliculares y adyacentes a crip-
tas a nivel de membrana, además del endotelio arteriolar.
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En la muestra incubada a 37°C (Fig. 1 F), se apreció una
positividad intensa, principalmente de membrana y en la
mayor parte de los linfocitos adyacentes a criptas.
Focalmente se percibe intensa positividad en linfocitos
foliculares y paredes arteriolares.
Cuando el anticuerpo primario fue diluido 1/50 y la
reacción incubada a 25ºC y 37ºC se apreció positividad pre-
dominantemente de membrana con una marcación modera-
da a intensa en la mayoría de los linfocitos adyacentes a
criptas (Fig. 1 G-H). Además se observó focalmente, mode-
rada positividad en linfocitos foliculares.
Al diluir 1/100 el anticuerpo anti-ICAM-1, a ambas
temperaturas se observó reactividad leve, predominantemen-
te de membrana, en escasos linfocitos subepiteliales reco-
nocidos a nivel de criptas (Fig.  1 I-J).
Dado los resultados obtenidos en la estandarización,
para el estudio inmunohistoquímico en las arterias estudia-
das se utilizó la concentración 1/25 e incubación a 37ºC,
para el anticuerpo primario.
Las imágenes K y L corresponden a cortes
histológicos de pared arterial de conejo. Figura 1K (40x) se
observa pared arterial de histoarquitectura conservada. A
nivel de capa íntima destaca superficie de revestimiento
endotelial irregular, asociada a cúmulos de material
eosinófilo-fibrinoso, corpúsculos granulares y algunas cé-
lulas inflamatorias. En figura 1L se observa intensa
positividad endotelial para inmunomarcación con ICAM-1,
además de marcación en células inflamatorias.
ICAM-1 en arterias humanas sanas y con proceso
aterosclerótico
a) ICAM-1 en arteria aorta humana sana. Los cortes de
pared de arteria aorta humana sana teñidos con hematoxilina-
eosina, observada con distintos aumentos (Fig.  2 A-C),
muestran tres túnicas, destacando predominio de la media,
la que se aprecia rica en fibras elásticas. La íntima muestra
endotelio conservado y en la adventicia se aprecia conjuntivo
laxo y vasa vasorum. En la figura 2 B destaca el escaso es-
pesor de la túnica íntima, al igual que en la figura 2 C, con
endotelio aplanado y una adventicia compuesta de conjuntivo
laxo, incluyendo elementos de vasa vasorum.
En la inmunohistoquímica para ICAM-1 en las mis-
mas arterias (Fig. 2 J y K)  se observa ausencia de
inmunorreactividad.
Fig. 1. Tonsila palatina hiperplásica. Tinción hematoxilina eosina A (4x), B (10x), C, D(40x). Inmunohistoquímica concentración 1/25
reactividad a 25°C E (40x) y a 37°C F (40x); concentración 1/50 reactividad a 25°C G(10x) y  a 37°C H (10x); concentración 1/100
reactividad a 25°C I(10x) y a 37°C J(10x). Arteria carótida de conejo hematoxilina eosina K(40x) e inmunohistoquímica L (40x)
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b) ICAM-1 en arteria poplítea humana con placa
ateromatosa. La figura 2 E-F muestra cortes histológicos
de pared arterial de tipo muscular, teñidos con hematoxilina-
eosina, con desarrollo de lesión ateromatosa compatible con
tipo V (placa calcificada)  según la clasificación de American
Heart Association (AHA) y “probablemente inestable” se-
gún la clasificación de Lovett (Lovett et al., 2004). En figu-
ra 2 D se observa íntima engrosada, con material amorfo
extracelular, abundante infiltrado de macrófagos de citoplas-
ma espumoso, proliferación fibroblástica y moderado infil-
trado linfocitario. Túnica media con abundantes fibras mus-
culares lisas y focos de calcificación distrófica. En la figura
2E y F, se aprecia, el engrosamiento subendotelial que in-
cluye proliferación fibroblástica e infiltrado linfocitario.
La inmunohistoquímica destaca una leve positividad
del endotelio a la inmunomarcación con ICAM-1, predomi-
nantemente de membrana (Fig.  2 L).
c) ICAM-1 en arteria carótida humana con placa
ateromatosa. La figura 2 G-I muestra cortes histológicos de
pared arterial de tipo muscular, teñidos con hematoxilina-
eosina, con desarrollo de lesión ateromatosa compatible con
tipo IV (ateroma) según la clasificación de AHA y “proba-
blemente inestable” según la clasificación de Lovett (Lovett
et al.). En figura 2 G-H se observa porción de túnicas media
e íntima con moderada a intensa distorsión de la arquitectura.
Se observa cúmulo de material amorfo extracelular, presen-
cia de focos de macrófagos de citoplasma espumoso, escaso
infiltrado linfocitario y focos de exudación polimorfonuclear.
En la figura 2 I, se aprecia además incipiente fibroblástica y
un revestimiento endotelial conservado.
En la figura 2 M, la inmunohistoquímica muestra leve a
moderada positividad del endotelio a la inmunomarcación con
anticuerpo anti ICAM-1, predominantemente de membrana.
d) Controles para inmunohistoquímica en arterias hu-
manas. Como control negativo se utilizó cortes de dos ti-
pos de tejido. El primero corresponde a una muestra de
arteria carótida patológica en que se omitió el anticuerpo
primario, presentando inmunorreactividad negativa (figu-
ra 2 N) y otro correspondiente a tejido de mucosa oral sana
que fue tratada en iguales condiciones que las muestras en
estudio, presentando inmunoreactividad negativa para
ICAM-1 (figura 2 Ñ).
Fig. 2. Arterias humanas. Tinción hematoxilina eosina arteria: aorta sana A(4x), (10x) y C(40x); arteria poplítea D(4x), E(10x) y F(40x);
arteria carótida G(4x), H(10x) y I(40x). Inmunohistoquímica: arteria aorta sana J(10x) y K(40x); arteria poplítea L(40x); arteria carótida
M(40x); controles negativos: arteria carótida N(10x) y mucosa oral normal Ñ (10x).
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DISCUSIÓN
La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria, en
donde las lesiones producidas corresponden a una serie de
respuestas celulares y moleculares a este proceso inflama-
torio (Badimon et al., 2009). Una etapa temprana en el pro-
ceso aterosclerótico es el desarrollo de la disfunción
endotelial, caracterizada entre otros aspectos, por la expre-
sión creciente de moléculas de adhesión celular, como
VCAM-I, E-Selectina e ICAM-1 (Cybulski & Gimbrone;
Viganò et al., 2003) siendo la pesquisa de esta última a tra-
vés de inmunohistoquímica el objetivo en este trabajo.
Las técnicas inmunohistoquímicas representan un apo-
yo relevante para el estudio de ciertos marcadores de
disfunción endotelial, al permitir revelar la ubicación y junto
a ello la expresión de proteínas específicas en el tejido, sin
perder el punto de referencia que resulta muy relevante en la
comprensión de eventos fisiológicos normales y patológicos.
Sin embargo, ésta es una técnica en la cual diversos factores
pueden afectar su estandarización; la manipulación de los cor-
tes y el procedimiento debe ser cuidadoso (Delgado-Gonzáles
& Leyva-Sartori, 2006). Es por ello que en una primera etapa,
se estandarizó una técnica de inmunohistoquímica para ICAM-
1 en cortes de tonsila humana hiperplásica con un proceso
inflamatorio latente. Luego de modificar las concentraciones,
temperaturas y tiempos de incubación para el anticuerpo pri-
mario, se determinó que la concentración 1/25 a 37°C por 30
minutos resulta óptima en término de inmunomarcación es-
pecífica y bajo nivel de tinción de fondo “background”, con-
centración que se ajusta a lo sugerido por el fabricante del
anticuerpo monoclonal.
Posteriormente se trabajó en poner de manifiesto la
expresión de esta molécula de adhesión en arterias humanas
con proceso aterosclerótico, en distintos estados de avance.
Se comprobó lo señalado por algunos investigadores en re-
lación a la sobreexpresión de la mencionada ICAM-1 en
eventos que implican injuria endotelial (Chatterjee, 1998);
se ha planteado que esta molécula de adhesión es un marca-
dor temprano en aterosclerosis (Lehmann et al., 2003). Esto
último dado principalmente por la expresión de ICAM-1 en
la arteria carótida con un estado incipiente aterosclerótico.
ICAM-1 se expresa en las células endoteliales acti-
vadas, en respuesta a citoquinas inflamatorias como IL-1β
y TNF-α  de forma paralela a la migración leucocitaria
(Velarde et al., 2007).
En la arteria poplítea estudiada que presentaba esta-
do más avanzado de aterosclerosis, dado principalmente por
el estado de calcificación distrófica, entre otras característi-
cas histológicas, la expresión de ICAM-1 se apreció ligera-
mente disminuida en relación al estado incipiente que pre-
sentó la arteria carótida; este hecho podría estar implicando
el rol de ICAM-1 en la trasmigración de los leucocitos en el
endotelio vascular en procesos tales como la extravasación
y la respuesta inflamatoria produciéndose por la interacción
leucocito-endotelio (Janeway et al., 2004).
Al comparar la expresión de ICAM-1 entre tejidos
sanos y patológicos (en distintos estados de avance), se con-
firma lo observado por otros autores en el sentido que esta
molécula de adhesión se encuentra sobreexpresada en los
procesos inflamatorios ateroscleróticos (Lehmann et al.;
Fuster & Sanz, 2005).
Contar con el método de inmunohistoquímica para
ICAM-1 en arterias fijadas en formol y embebidas en para-
fina, permitirá a nuestro grupo de investigación estudiar es-
tados de disfunción endotelial en animales de experimenta-
ción sometidos a diferentes intervenciones, que a futuro
permitan aportar datos relevantes para el diseño e
implementación de métodos de diagnóstico precoz de pro-
cesos ateroscleróticos.
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SUMMARY: Cardiovascular diseases (CVD) are the
leading cause of death in the world. Among them the ischemic
type  are of great importance, where the development of
atherosclerotic plaques is the central pathophysiological process.
The study of atherosclerosis is critical to understand how this
disease process begins and factors influencing its development.
Various laboratory methods, including immunohistochemistry,
allow the recognition of  cells and molecules involved in the
atheromatous process that are interacting according to the
progression of the lesion. A marker of endothelial dysfunction is
the increased expression of intercellular adhesion molecule ICAM-
1. In this paper, an immunohistochemistry method was standardized
for the adhesion molecule ICAM-1, and its expression was studied
in healthy human arteries  with atheromatous plaque. In samples
of human arteries with atherosclerotic disease, the expression of
ICAM-1 was observed to be increased, but was hardly recognizable.
This mainly because the tissue used as a control for standardization
was a tonsil with an inflammatory process and hyperplasia, which
significantly increases the expression of ICAM-1. The
implementation of the immunohistochemistry method for ICAM-
1 in human arteries will reveal endothelial dysfunction states that
will enable a future design and implementation of methods of diag-
nosis in atherosclerotic processes in the early stages.
KEY WORDS: ICAM-1; Atherosclerosis;
Immunohistochemistry.
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